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RESUMEN

La intensificacion de la produccion acuicola genera acumulacion de sedimento, lo que
representan un grave problema para este sector. Por esta razén, el objetivo de este
trabajo experimental fue evaluar el efecto de un consorcio de cepas de Bacillus spp.
aisladas del manglar en la degradacion de materia orgénica, acumulada en los
sedimentos de piscinas camaroneras a baja salinidad. Las cepas de Bacillus spp. se
cultivaron en peptona de soya al 4 % durante 72 h para alcanzar una concentracion
bacteriana de 10° ufc/ml. El disefio experimental fue completamente al azar (DCA),
con tres tratamientos de una mezcla de bacterias y la adicion de nutrientes como
nitrogeno y fésforo (T1 12uL, T2 18 Ly T3 24 pyL) ademas de un control sin aplicacion
de insumos, cada uno con tres repeticiones. El experimento tuvo una duracion de 20
dias, durante los cuales se analizaron el porcentaje de materia organica (método
Walkley & Black), la concentracion de nitrogeno total (Sistema de Kjeldahl) que se
mantuvo estable durante todo el experimento, y la concentracion de fosforo
(espectrofotometria UV-Visible) que disminuy6 en el T1. Los resultados indican que
existe diferencias significativas (p-valor < 0,05) en la reduccién de materia organica,
con una disminucion promedio del 2.54% en el T3. Este estudio concluy6 que el uso
de Bacillus spp. constituye una estrategia eficaz para la reduccién de materia organica
en sedimentos acuicolas a baja salinidad, contribuyendo a la gestion sostenible de
estos sistemas.

Palabras Clave: Biorremediacion, Bacillus spp., Materia organica, bacterias, y
camaron.
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ABSTRACT

The intensification of aquaculture production generates sediments accumulation, that
represent a serious problem for this sector. For this reason, the objective of this
experimental work was to evaluate the effect of a consortium of Bacillus spp. strains
isolated from mangroves on the degradation of organic matter accumulated in the
sediments of shrimp ponds at low salinity. Bacillus spp. strains were massaged in 2%
soy peptone for 72 h to reach a bacterial concentration of 109 cfu/ml. The experimental
design was completely randomized (CRD), with three treatments of a mixture of
bacteria and the addition of nutrients such as nitrogen and phosphorus (T1 12 pL, T2
18 pyL and T3 24 puL) plus a control without application of inputs, each with three
replicates. The experiment lasted 20 days, during which the percentage of organic
matter (Walkley & Black method), the concentration of total nitrogen (Kjeldahl system),
which remained stable throughout the experiment, and the concentration of
phosphorus (UV-Visible spectrophotometry), which decreased in T1, were analyzed.
The results indicate that there are significant differences in the reduction of organic
matter according to the doses of the bacterial consortium, with an average decrease
of 3.86%. This study concluded that the use of Bacillus spp. constitutes an effective
strategy for the reduction of organic matter in aquaculture sediments at low salinity,
contributing to the sustainable management of these systems.

Key Words: Bioremediation, Bacillus spp., organic matter, bacteria, and shrimp.
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INTRODUCCION

La acuicultura ha crecido rapidamente en los dltimos afios, incluso mas que la pesca
de captura y se anticipa que esta tendencia continie en aumento (Gonzabay et al.,
2021). Segun la Camara Nacional de Acuacultura (2024), Ecuador es uno de los
principales productores y exportadores de camarén, alcanzé un récord historico de
exportacion mundial de 1,2 millones de toneladas métricas en 2024, lo que representa
mas del 40% de las exportaciones ecuatorianas. EI camardn blanco es una de las
especies mas cultivadas a nivel mundial, y Ecuador destaca como uno de los
principales productores y exportadores, reconocido por su alta calidad, textura y sabor
(L6pez-Lopez et al., 2023).

La intensificacion de la produccion acuicola genera sedimentos que representan un
grave problema, debido a que los lodos o residuos organicos contienen fésforo,
compuestos nitrogenados y carbono organico disuelto. Estos provienen de alimento
no consumido, zooplancton, fitoplancton, animales muertos, exoesqueletos y excretas
en el estanque. Estas cargas organicas desequilibran el cultivo cuando su aporte
excede la capacidad natural del mismo para reciclar nutrientes, convirtiéndose en un

problema para la produccién (Drézdz et al., 2020).

Segun Lopes (2021), investigaciones han evidenciado la eficacia de los Bacillus spp.
como agentes biorremediadores, resaltando su papel fundamental en el
mantenimiento de los niveles adecuados de oxigeno, su participacion en el ciclo del
nitrégeno a través de procesos como la nitrificacion y la desnitrificacion, asi como su
capacidad para degradar eficientemente los residuos organicos presentes en el

ambiente.

Asimismo, Soltani et al. (2019) afirman que estas bacterias regulan la poblacion de la
microbiota beneficiosa en los sistemas acuaticos, caracterizados por controlar
microorganismos patégenos y potenciar la descomposicién de sustancias organicas.
Ademas, estudios han demostrado la eficiencia de algunas especies de Bacillus spp.
para mejorar la calidad tanto del agua como del suelo. Estos estudios sugieren que
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus cereus y Bacillus coagulans son

adecuados para la biorremediacion de residuos organicos.



Por otro lado, Mendes (2021) evalud6 los efectos de los biorremediadores Bacillus
subtilis y Bacillus licheniformis en suelos de estanques de policultivo de camaroén
(Litopenaeus vannamei) y tilapia (Oreochromis niloticus), encontrando que la
aplicacion de estas cepas en suelos de granjas camaroneras reduce los niveles de
materia organica, carbono oxidable y acidez, lo que sugiere un gran potencial para la
remediacion ambiental. Ademas, estas bacterias modulan el microbioma del suelo,

promoviendo un aumento en la riqueza y diversidad de especies.

Estas investigaciones indican que la utilizaciébn de cepas de Bacillus spp. es una
técnica efectiva de biorremediacién, ya que estas bacterias degradan eficientemente
los desechos orgéanicos, posiciondndose como una herramienta prometedora para la

sostenibilidad ambiental.

Este estudio es relevante para la industria acuicola, ya que propone una alternativa
biorremediadora que responde a la urgente necesidad de abordar problemas criticos
gue afectan principalmente a la camaronicultura. Ademas, se presenta como una
solucion sostenible y ecolégicamente amigable frente a los métodos tradicionales de
tratamiento de residuos en acuicultura. Por lo tanto, la finalidad de esta investigacion
es evaluar la capacidad de un consorcio de cepas de Bacillus spp. para degradar la
materia organica presente en el sedimento de los estanques de cultivo de Litopenaeus

vannamei.

Kim et al. (2021) sefialan que el rapido desarrollo de la industria acuicola ha generado
amenazas al medio ambiente costero debido al incremento en la descarga de
desechos organicos y nutrientes inorganicos en los ecosistemas acuicolas. Aunque
muchos paises han implementado estdndares ambientales para una acuicultura

sostenible, la posibilidad de contaminacién grave sigue siendo una preocupacion.

En los ecosistemas acuicolas, es comun encontrar un exceso de materia organica
(MO) que se acumula por varios factores como las altas densidades de poblacion en
los sistemas de cultivo. Esta acumulacion incluye desechos de nitrogeno y fosforo,
gue pueden alcanzar niveles del 3% y el 16% en los sedimentos. Dicha acumulacién
puede causar eutrofizacién y una mayor demanda de oxigeno disuelto, afectando el
bienestar y el desarrollo de los organismos, entre otros. Ademas, el reciclaje de la

materia organica en los sedimentos provoca bajos niveles de oxigeno, condiciones



de hipoxia o anoxia, lo que reduce la variedad de organismos benténicos, incluidas
las comunidades bacterianas mas adaptables, afectando el equilibrio ecologico. Los
cultivos semi-intensivos e intensivos muestran los niveles mas altos de materia

organica (Burbano-Gallardo et al., 2021).

Allard et al. (2020) indican que los manglares, ubicados a lo largo de las costas, son
puntos calientes de productividad y biodiversidad que desempeiian un papel crucial
en la biogeoquimica y el ciclo de nutrientes, gracias al microbioma compuesto por
bacterias, arqueas, hongos y protistas presentes en los sedimentos, la columna de
agua y en los tejidos, asi como sobre ellos. Estas cepas bacterianas han demostrado
un gran potencial para adaptarse a la salinidad y eliminar metales pesados (cadmio y
zinc), utilizando mecanismos biolégicos que les permiten precipitar o bioacumular

estos desechos, reduciendo su toxicidad en el medio ambiente.

Los microorganismos juegan roles cruciales en los estanques de cultivo, ya que
ayudan a mantener el equilibrio ecolégico en los estanques, promoviendo un
ambiente saludable para el crecimiento de los camarones. Ademas, su actividad
contribuye a la sostenibilidad del cultivo al mejorar la eficiencia del sistema de
produccion (Prasad et al., 2021; Shivalkar et al., 2021). Estos microorganismos
pueden descomponer y convertir la materia organica en compuestos menos
complejos y menos perjudiciales. Esta capacidad es crucial para prevenir la
acumulacion de residuos toxicos en los ecosistemas acuéaticos (Hlordzi et al., 2020;
Zhou et al., 2021).

La materia organica esta compuesta por carbono, ligninas y proteinas, que son
degradadas por microorganismos, y descompuestas en diéxido de carbono (CO,). Al
final de un ciclo de cultivo, se ha encontrado que hasta un 30% del alimento no
aprovechado por los organismos cultivados se convierte en materia organica en el
fondo del estanque (Colette et al., 2023; Navarrete et al., 2022). Esta acumulacion de
materia organica puede generar efectos adversos como la creacién de zonas
anaerobias, la liberacibn de nutrientes y la proliferacion de microorganismos
indeseables, lo que deteriora la calidad del agua y afecta parametros como el pH y el

oxigeno disuelto (Hasibuan et al., 2023).



El exceso de desechos organicos, fosforo y nitrégeno, en el fondo del estanque
provoca un deterioro progresivo de la calidad del suelo, lo cual afecta negativamente
la calidad del agua, el crecimiento de los organismos y la produccién en general. Estas
cargas desequilibran el ecosistema cuando su aporte excede la capacidad natural del
mismo para reciclar nutrientes, convirtiéndose en un problema para el cultivo (Dr6zdz
et al., 2020; Hasibuan et al., 2023).

Para asegurar un cultivo sostenible, es esencial aplicar practicas de manejo
adecuadas, como optimizar las raciones de alimento y realizar monitoreos regulares
de los parametros del agua y del suelo (Guerrero, 2023). El porcentaje de materia
organica en el sedimento de los estanques acuicolas no debe superar el 3 - 4 %, ya
gue niveles mas altos pueden dar lugar a condiciones anaerobicas y acumulacion de

compuestos toxicos (Tucker & Hargreaves, 2009).

La biorremediacion es un proceso que utiliza microorganismos para transformar
compuestos biodegradables en sedimentos contaminados en productos menos
nocivos. Esta técnica, desarrollada en la década de 1960 por George M. Robinson,
emplea el uso de bacterias, hongos o plantas para degradar desechos téxicos
(Barman, 2020). Existen dos enfoques principales: la bioestimulacion, que consiste
en la adicibn de nutrientes para estimular el crecimiento microbiano, y la
bioaumentacion, que implica la introduccion de cepas microbianas especificas
(Castro, 2021).

El proceso de biorremediacion depende de factores como la temperatura, el pH, la
disponibilidad de oxigeno y los nutrientes esenciales para su crecimiento, estos
factores afectan la eficacia de los microorganismos en la descomposicion de los
contaminantes (Alori et al.,, 2022; Mishra et al., 2021). La temperatura y pH son
determinantes en la actividad bacteriana, ya que cada microorganismo tiene un rango

optimo para su desarrollo (Jiménez-Delgadillo et al., 2018; Soltani et al., 2019).

Las bacterias del género Bacillus son especialmente Utiles en la biorremediacion
debido a su capacidad para formar esporas, lo que les permite resistir condiciones
extremas (Chaverra-Garcés, 2022). La utilizacion de Bacillus spp. mejora tanto la
calidad de los sedimentos como la del agua, disminuyendo los niveles téxicos de

compuestos nitrogenados y fésforo (Chaverra-Garcés, 2022).



La seleccidén adecuada de cepas como Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens,
es crucial para maximizar la eficiencia del proceso de biorremediacion (Colette et al.,
2023). Estos microorganismos, a traves de procesos enzimaticos, no solo transforman
y degradan una amplia gama de residuos orgénicos, sino que también contribuyen a
la restauracion de suelos utilizados para la actividad acuicola (Husain et al., 2022; Pal
et al., 2020).

La incorporacion de Bacillus spp. en la biorremediaciéon no solo mejora la calidad
ambiental, sino que también favorece el crecimiento de especies acuaticas al mejorar
condiciones del sedimento y el agua (Pedraza et al., 2020). Estos microorganismos
pueden formar biopeliculas, lo que les proporciona ventajas adaptativas en ambientes
adversos, permitiendo su colonizacion y facilitando la degradacion de contaminantes

(Galicia-Jiménez et al., 2011).

Para cultivar estas bacterias, se utilizan medios de cultivo con fuentes de carbono,
nitrégeno y otros nutrientes esenciales que permitan el crecimiento 6ptimo de las
bacterias (Correa et al., 2023; Rodriguez et al., 2021). Los Bacillus spp., debido a su
capacidad para formar endosporas y su versatilidad metabdlica, son una opcién
prometedora para la biorremediacion y el tratamiento de sedimentos en acuicultura 'y

otros ecosistemas contaminados (Chhetri et al., 2022; Villarreal-Delgado et al., 2018).



OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar el efecto de un consorcio de cepas de Bacillus spp. aisladas del manglar en
la degradacién de materia organica, acumulada en los sedimentos de piscinas

camaroneras a baja salinidad.

Objetivos Especificos

1. Masificar las cepas de Bacillus spp. aisladas del manglar en condiciones de
laboratorio para obtener una concentracion bacteriana dentro del rango aceptable.

2. Comprobar el efecto del consorcio de cepas de Bacillus spp. en los sedimentos de
piscinas camaroneras.

3. Determinar la dosis de mejor eficiencia del consorcio bacteriano en el contenido

de materia organica.



METODOLOGIA

Ubicacién del Experimento

El presente ensayo se realizo en el Laboratorio de Maricultura, ubicado en la Facultad
de Ciencias Agropecuarias (FCA) de la Universidad Técnica de Machala, cuya
ubicacion es ElI Cambio, con las coordenadas 3.2910443, -79.9141977.

Figura 1 Laboratorio de Maricultura Ubicacion del Laboratorio de Maricultura en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias.
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Fuente: Google Maps (2024)
Disefio Experimental

Este trabajo experimental se realizé con un disefio completamente al azar (DCA),
debido a que se esta investigando el efecto de un factor de estudio (consorcio
bacteriano de Bacillus spp.). Para ello, se utilizaron bandejas de plastico con una
capacidad de 15 litros y dimensiones de 32,5 cm x 24 cm x 20 cm (largo x ancho x
alto (Tabla 1). Los recipientes fueron cubiertos con sedimento acuicola de baja
salinidad hasta una altura aproximada de 10 cm, sobre el cual se afiadieron 5 cm de
columna de agua con una salinidad de 2 ppt, del mismo sitio de muestreo de la materia
organica. Finalmente, se incorporé aireacion y un consorcio bacteriano de Bacillus
sSpp. con tres tratamientos, como se representa en la (Tabla 2) y uno de control sin
nutrientes, cada uno con tres repeticiones, sumando un total de 12 unidades

experimentales.



Tabla 1 Distribucion de los tratamientos en el experimento

Tratamientos

T0 T2 T3 T2
T3 T0 T3 T0
T1 T2 T1 T1

Modelo Matematico (Disefio Completamente al Azar)
Yij =[l+‘l‘i+ei]-

Donde:
Y;;= Variable respuesta de la ij-esima unidad experimental

pu=Efecto de la media general
7i =Efecto del i-esimo tratamiento

e;;= Efecto del error experimental asociado a la i-esima unidad experimental

Tratamientos Aplicados en el Experimento

Los tratamientos en la Tabla 2 muestran los valores utilizados para 780 cm?,
siguiendo la metodologia del trabajo de investigacion de Pindo (2022). En dicha
investigacion se utilizaron dosis basadas en un producto comercial que contiene
bacterias del género Bacillus a una concentracién de 102 ufc/ml, como el BIO.BS.BL.
Este producto recomienda aplicar una dosis de 1,5 L/ha para reducir la materia
organica en sedimentos acuicolas. En el presente trabajo, se establecieron las dosis
correspondientes del consorcio de Bacillus spp. (4UL) para volimenes equivalentes a

1,5 litros, 2 litros y 3 litros.



Tabla 2 Tratamientos aplicados en el experimento

_ Dosis del .
Tratamientos ) Equivalente (L ha™1)
consorcio
TO 0 0
T1 12 uL 15L
T2 18 pL 2L
T3 24 L 3L

Variables a Medir

La variable dependiente (MO) se midio en el sedimento de cada una de las unidades
experimentales. De igual manera, las mediciones de las variables intervinientes (pH,
temperatura y oxigeno disuelto), se llevaron a cabo en el mismo lugar, aunque no

forman parte del disefio experimental.

Variable Dependiente:

e Concentracion de materia organica: Variable cuantitativa medida a través del
método de Walkley & Black.

Variables Intervinientes:

e Mediciéon de pH: Esta variable se registré al inicio y los dias de aplicacién de
bacterias utilizando un potenciometro.

e Medicion de temperatura: Esta variable cuantitativa se control6 al inicio y los dias
de aplicacion de bacterias con un termometro digital.

e Mediciéon de oxigeno disuelto: Esta variable cuantitativa se midi6 al inicio y al

final utilizando un oxigenémetro.

Ensayo Experimental

Para el cultivo del consorcio bacteriano, compuesto por siete tipos de bacterias del
género Bacillus, se utilizé un medio nutritivo a base de peptona de soya. La
preparaciéon consistio en disolver 2 gramos de peptona de soya en 50 ml de agua
destilada en un matraz. Posteriormente, se medio el pH y se ajustd a un rango de 7.5

a 8 mediante la aplicacion de ceniza de madera y se verificd utilizando tiras



indicadoras de pH. El medio de cultivo fue esterilizado en autoclave a 120°C durante
15 minutos. A partir de una colonia aislada de Bacillus spp., se inoculé en el matraz
gue contenia el medio liquido esterilizado, el cual se incub6 a 30°C durante 72 horas

para registrar la curva de crecimiento, en su fase exponencial.

El crecimiento bacteriano fue monitoreado mediante la evaluacion de la turbidez del
medio. Para el recuento bacteriano, se utilizd6 el método de conteo en camara de
Neubauer. Se prepard una dilucién seriada utilizando una solucion salina al 1%, (1
gramo de NaCl en 100 ml de agua destilada). En tubos de ensayo de 15 mL, se
afiadieron 9 mL de la solucion salina y 1 mL del consorcio bacteriano (soluciéon
madre), realizando diluciones seriadas hasta 1:100. Para la contabilizacion, se siguio
la metodologia de conteo en la cAmara de Neubauer segun Caramuti et al. (2020),

detallado en el Anexo 1.

Las muestras de sedimento utilizadas en el experimento se recolectaron un dia
después de finalizar el ciclo del cultivo en la camaronera 'San Patricio’, ubicada en el
canton Santa Rosa, sector 'Sal si puedes', con coordenadas 6°40'21.3"S vy
90°79'19.1"W. La recoleccion se realizé segun la metodologia de Arias & Zambrano
(2022). Para ellos se obtuvo 120 kg de sedimento a una profundidad de 30 cm,
almacenados en sacos cubiertos con fundas y el traslado se realiz6 en baldes

previamente desinfectados hasta el lugar del experimento.

En el Laboratorio de Maricultura, las muestras de sedimento (120 kg) se
homogenizaron en un tanque de 250 L (Figura 2). Se eliminaron restos calcareos, y
el sedimento se distribuy6 en capas de 10 cm de altura, con una columna de agua de
5 cm y aireacion constante en cada unidad experimental (Figura 3).
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Figura 2 Homogenizacion de las muestras del sedimento Proceso de mezcla 'y
uniformizacion del sedimento recolectado.

Figura 3 Preparacion de las unidades experimentales para el inicio del
experimento Montaje y acondicionamiento de las unidades experimentales antes de
iniciar el estudio.

Durante el proceso de homogenizacion del sedimento se tomaron muestras iniciales
para analizar nitrégeno total, fosforo y materia organica. El nitrégeno total se
determiné siguiendo la metodologia de Jimenez & Quispecahuana (2024), detallada
en el Anexo 2. Para la determinacion del fosforo, se emple6 el método colorimétrico

descrito por Arias (2014), cuya metodologia se encuentra en el Anexo 3.

Para el analisis de materia organica se utilizé la metodologia descrita por Barrezueta-
Unda et al. (2020), detallada en el Anexo 4. Para ello, se recolectaron 300 g de
sedimento de los distintos tratamientos, y de cada muestra se procesaron por
triplicado, los cuales se distribuyeron en bandejas de aluminio y se secaron durante
un periodo de 48 horas en la estufa a una temperatura de 60 °C como lo indica
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Mendes (2021) y Lopes (2021). Luego de este proceso, las muestras fueron trituradas
y separadas por un tamiz No. 50, para luego proceder con el analisis de materia

organica por el método de Walkley & Black.

El consorcio de siete bacterias de Bacillus spp. cultivado en condiciones de laboratorio
cuenta con una concentracion de 1,041 x 10° UFC/ml en 72 horas, del cual se aplico
enel T1 (12 ul), T2 (18 pl) y T3 (24 pl), que se afadieron cada 5 dias junto con 0,20
gramos de fertilizante (DAP) y 0,22 gramos de alimento balanceado (Haid 30% de
proteina) como una fuente de nitrégeno. El fertilizante DAP aport6 36 mg de nitrdgeno
inorganico (77.31%), mientras que el alimento balanceado contribuy6 con 10.56 mg

de nitrégeno organico (22.69%). Al TO (control) no se aplicé insumo.

Durante cada suministro, se mantuvieron controlados los parametros de pH,
temperatura y oxigeno disuelto. Para la determinacion del pH del suelo se siguieron

las indicaciones de Sandoval et al. (2012), detallado en el Anexo 5.

Para la medicion de temperatura se siguio la metodologia de Quimi (2024) mediante
un termdémetro multipardmetro digital y para el registro de oxigeno se lo realiz6 a
través de un medidor de oxigeno disuelto Jbp-702, utilizando mg/L (miligramos por

litro) como unidad de medida.

Al finalizar el experimento se tomaron muestras para analizar el contenido de

nitrégeno total, fésforo y materia organica final.

Los datos recolectados se evaluaron mediante ANOVA de un factor intergrupos como
prueba paramétrica para comparar las varianzas entre los tratamientos con distintas
dosis del consorcio de cepas de Bacillus spp. utilizando un nivel alfa = 0.05. Para
llevar a cabo los analisis se utilizo el software estadistico SPSS Statistics version 25.0

Base para Windows, con una confiabilidad del 95%.
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RESULTADOS
Curva de Crecimiento del Consorcio Bacteriano

El crecimiento 6ptimo para llegar a la concentracion de 1,041 x 10° UFC/ml fue a las
72 horas. La curva de crecimiento mostrada en la Figura 4 refleja las cuatro fases
caracteristicas del crecimiento bacteriano descritas por Maier & Pepper (2015): fase
de latencia, fase de crecimiento exponencial, fase estacionaria y fase de declinacion.
Estas fases se observan tanto en condiciones de laboratorio como en el entorno

natural, dentro del marco de la dinamica de crecimiento microbiano.

En las primeras 24 horas, se identifico la fase de latencia, donde las bacterias
presentan un crecimiento lento mientras se adaptan al medio, alcanzando una
concentracion de 4,08 x 10° UFC/ml. Entre las 24 y 48 horas, se desarrollé la fase
exponencial, caracterizada por un crecimiento acelerado de la poblaciéon bacteriana
que llega a 5,42 x 107 UFC/ml. Posteriormente, entre las 72 y 96 horas, se presentd
la fase estacionaria, donde el crecimiento bacteriano se estabiliza y la curva alcanza
un equilibrio de 1,041 x 10° UFC/ml. Finalmente, entre las 96 y 120 horas, la curva
muestra una leve disminucién en la concentracion bacteriana de 7,056 x 108,
sefialando el inicio de la fase de declinacion.

Figura 4 Curva de crecimiento del consorcio bacteriano La grafica muestra la

evolucion del crecimiento bacteriano en funcion del tiempo, representando las fases
caracteristicas del crecimiento microbiano.
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Andlisis de los Parametros Fisico-Quimicos Tomados en el
Sedimento

Durante la prueba, se monitorearon los valores de temperatura en el agua 'y pH en el
sedimento, factores que participan en el proceso de biorremediacion bacteriana,
obteniéndose un promedio general de 27,58 °C y un pH de 7,25. Asimismo, se midio
el nivel de oxigeno disuelto presente en la columna de agua de las unidades
experimentales, registrandose un promedio de 6,04 mg/l. En cuanto al consumo
promedio de oxigeno por las bacterias en el sedimento, se obtuvo un consumo de
1,36 mg/l en el primer tratamiento, 1,76 mg/l en el segundo tratamiento y 2,63 mg/l en

el tercer tratamiento.

Efecto del Consorcio Bacteriano a Base de Bacillus spp. en Materia
Orgéanica (MO)

En el analisis de concentracién de materia organica (MO), se indica que el incremento
en la dosis del tratamiento se asocia con una reduccion en el contenido de materia
organica, lo que sugiere un efecto dependiente de la concentracion aplicada (Tabla
3).

Tabla 3 Estadisticos descriptivos del porcentaje de MO en el sedimento tratado
con diversas dosis del consorcio bacteriano

Materia Organica (%)
959% de intervalo de

confianza para la media

Desv. Error Limite Limite

N Media estandar estandar inferior superior = Minimo Maximo
Control 3  6,0433 ,03512 ,02028 5,9561 6,1306 6,01 6,08
T1 3 56933 ,02517 ,01453 5,6308 5,7558 5,67 5,72
(12uL)
T2 34,8967 ,15275 ,08819 4,5172 52761 4,73 5,03
(18pL)
T3 33,8600 ,18735 ,10817 3,3946 4,3254 3,71 4,07
(24pL)
Total 12 5,1233 ,88300 ,25490 4,5623 5,6844 3,71 6,08
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El analisis estadistico ANOVA de un factor entre grupos arrojo un p-valor de 0,001,
siendo este menor que el nivel de significancia establecido (p < 0,05). Por
consiguiente, se concluye que las medias de las concentraciones de materia organica
(MO) mostraron diferencias significativas segun las distintas dosis del consorcio
bacteriano basado en Bacillus spp. (Tabla 4).

Tabla 4 ANOVA de un factor entre grupos para comparar las concentraciones
de MO entre las diferentes dosis del consorcio bacteriano de Bacillus spp.

ANOVA
Materia Organica (%)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 8,456 3 2,819 186,978 <,001
Dentro de grupos ,121 8 ,015
Total 8,577 11

Los resultados de las comparaciones multiples utilizando Tukey HSD mostraron que
el porcentaje de materia organica fue significativamente diferente entre todos los
tratamientos evaluados (Control, Tratamiento 1, Tratamiento 2, Tratamiento 3) en un
nivel de significancia de 0,05. En todas las comparaciones, las diferentes medias
entre los tratamientos fueron estadisticamente significativas, lo que indica una

variabilidad significativa (Tabla 5).

Tabla 5 Prueba de Tukey para comparar las concentraciones de MO entre los
tratamientos

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Porcentaje de Materia Organica

Intervalo de confianza al
Diferencia 95%
() Tipo de (J) Tipo de de medias Desv. Limite Limite

Tratamiento Tratamiento (1-3) Error Sig. inferior superior
HSD Control Tratamiento 1 ,35000" ,10025 ,033 ,0290 ,6710
Tukey Tratamiento 2 1,14667" ,10025 ,000 ,8256 1,4677
Tratamiento 3 2,18333" ,10025 ,000 1,8623 2,5044
Tratamiento 1 Control -,35000" ,L10025 ,033 -,6710 -,0290
Tratamiento 2 ,79667"  ,10025 ,000 ,4756 1,1177
Tratamiento 3 1,83333"  ,10025 ,000 1,5123 2,1544
Tratamiento 2 Control -1,14667" ,10025 ,000 -1,4677 -,8256
Tratamiento 1 -,79667" ,10025 ,000 -1,1177 -,4756
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Tratamiento 3 1,03667" ,L10025 ,000 ,7156 1,3577

Tratamiento 3 Control -2,18333" ,10025 ,000 -2,5044 -1,8623
Tratamiento 1 -1,83333" ,10025 ,000 -2,1544 -1,5123
Tratamiento 2 -1,03667" ,10025 ,000 -1,3577 -,7156

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

*Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre las dosis de consorcio bacteriano en funcién
de la materia organica del sedimento para un p-valor<0,05 (Prueba de Tukey).

El grafico (Figura 5) ilustra la media porcentual de materia organica (MO) En funcion
de las distintas dosis aplicadas en un consorcio bacteriano, con barras de error que
representan el intervalo de confianza al 95%. El tratamiento control presentd, al final
del ensayo, la mayor concentracion de MO, con un valor promedio de 6,04% seguido
del tratamiento T1 (12 pL), que mostrd una leve disminucion con una media de 5,69%.
En el tratamiento T2 (18 uL), se observo una reduccion alcanzando un promedio de
4,90%. Finalmente, el tratamiento T3 (24 uL) registro 3,86% MO, lo que evidencia el
efecto mas pronunciado del consorcio bacteriano en la disminucién de la materia
organica a medida que aumenta la concentracion de bacterias. Esta disminucién del

2,54% de MO en los analisis representa el 63% de reduccion de MO.

Figura 5 Efecto de diferentes dosis del consorcio bacteriano sobre el contenido
de MO en muestras de sedimento de piscinas camaroneras en un modelo in
vitro Distintas dosis del consorcio afectan la concentracion de materia organica en
los sedimentos de piscinas camaroneras.
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Andlisis de Nitrogeno Total y Fésforo del Sedimento

El andlisis de inicial del sedimento (tabla 6) revel6 un contenido de nitrégeno total del
0.98 % y 75.00 ppm de fosforo, lo que confirma la presencia de estos nutrientes en el
sedimento de la piscina camaronera previo al inicio del experimento. La acumulacion
de nitrogeno y fosforo en los estanques de acuicultura puede atribuirse al uso de
alimentos comerciales, desechos de los organismos y a la aplicacion de fertilizacion

con abonos organicos, tal como lo sefiala Bai et al. (2023).

Tabla 6 Analisis inicial de nitrégeno total y fésforo de la muestra de sedimento

Resultados e interpretacién de: Analisis de suelo de camaronera

N Total P
MCOd' Nombre de muestra
uestra % p.p.m.
52159 PISCINA #2 0.98 75.00

El analisis de nitrogeno total y fésforo en las muestras de sedimento revel6 resultados
significativos (tabla 7). De la muestra tomada de las unidades de control (muestra #1),
el contenido de nitrégeno total disminuy6é en un 0,09%, alcanzando un valor final
caracteristico. El fosforo se redujo significativamente en 45.00 ppm, con un valor final
de 30.00 ppm, debido a que durante el experimento no se aplicaron nutrientes y, por
ende, las bacterias encontradas en el medio realizan una funcién de consumir. Las
muestras tratadas con 12 pL (muestra #2) y 18 pL (muestra #3), ambos tratamientos
mostraron una reduccion moderada del 0,04% en nitr6geno total, manteniéndose en
0,94%. EIl fésforo disminuy6é en 28.00 y 18.00 ppm, respectivamente. La muestra
tratada con 24 uL (muestra #4), present6 la mayor reduccion de nitrdgeno total, con

un 0,10%, alcanzando 0,88%, y una disminucion de 21.00 ppm de fosforo.
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Tabla 7 Analisis final de nitr6geno total y fosforo de las muestras de sedimento
por tratamiento

Resultados e interpretacion de: Analisis de suelo de camaronera

Mﬁggtlra Nombre de muestra N 'OI'/:)taI 5 |:m
52276 Muestra #1 0.89 30.00
52277 Muestra #2 0.94 47.00
52278 Muestra #3 0.94 57.00
52279 Muestra #4 0.88 54.00

Los resultados evidencian que el contenido de nitrdgeno total se mantuvo
relativamente estable en los tratamientos con aplicaciones de 12, 18 y 24 pL del mix
bacteriano, debido a la adicion continua de nutrientes durante el experimento. En
contraste, el fosforo mostré una disminucion significativa en el tratamiento con 12 pL,
en comparacién con los tratamientos de mayor dosificacion (18 y 24 pL). Este
comportamiento podria deberse a una menor poblacion de bacterias del género
Bacillus en este tratamiento, lo que permitié el crecimiento de otras bacterias capaces
de consumir mayores cantidades de fosforo, desplazando a las bacterias de Bacillus
spp.
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DISCUSIONES
Curva de Crecimiento

El crecimiento 6ptimo del consorcio bacteriano alcanz6 una concentracion de 1,041 x
10° UFC/ml a las 72 horas. Los resultados obtenidos en este experimento difieren a
los obtenidos por Viteri (2020), quien observdé un comportamiento diferente en el
crecimiento de Bacillus spp. mediante conteo en la camara de Neubauer. Este
investigador reporto fases de crecimiento mas rapidas de Bacillus spp. en las primeras
4 horas. Esto puede explicarse por factores como la temperatura, aireacion y
nutrientes, mientras que Lifidn (2019) demostrd un mayor crecimiento de los Bacillus
spp. en medios ricos, como el medio de cultivo Agar Soya Triptocaseina (TSA) y Man,
Rogosa y Sharpe (MRS), donde queddé demostrado que las cepas de Bacillus spp.
crecieron mas en el TSA debido a la composicién de proteina vegetal y nutrientes
esenciales, en comparacion con el trabajo experimental que utilizé peptona de soya,
ya que, por sus nutrientes esenciales, se logré un crecimiento bacteriano 6ptimo para
el experimento. Esto coincide con lo sefialado por Zhurbenko et al. (2006), quienes
destacaron que la peptona de soya proporciona una amplia gama de nutrientes como
proteinas, carbohidratos y vitaminas, lo que constituye una excelente base nutritiva
para el cultivo de los microrganismos. Por otro lado, Castafieda & Consuelo, (2016)
utilizaron un caldo de medio minimo de Sales (MMS) ajustado a un pH de 6 para
evaluar la curva de crecimiento de diferentes especies de Bacillus (B. cereus, B.
pumilus, B. licheniformis, B. subtilis), alcanzando una fase exponencial a las primeras
5 horas. En el ensayo realizado, se comprob6 que estas especies mostraron un
crecimiento mas lento. Ademas, el cultivo se ajusté a un pH de 7,5, considerado
dentro del rango 6ptimo de crecimiento para el género Bacillus, lo que podria explicar
las diferencias observadas en el comportamiento del crecimiento bacteriano. Por su
parte, Viteri (2020) menciona que la velocidad de crecimiento de las bacterias puede
verse afectado por muchos factores y condiciones, como la cantidad de oxigeno
ingresado, asi como la temperatura a la que se encuentra y disponibilidad de

nutrientes.
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Estadisticos descriptivos del porcentaje de MO en el sedimento
tratado con diversas dosis del consorcio bacteriano.

Los resultados de las comparaciones mdultiples mostraron que el porcentaje de
materia organica fue significativamente diferente entre todos los tratamientos
evaluados (Control, Tratamiento 1, Tratamiento 2, Tratamiento 3). Estos hallazgos
concuerdan con Lopes (2021), quien destaca que el género Bacillus acelera la
descomposicion de la materia organica en sedimentos de sistemas acuicolas.
Ademas, James et al. (2021) refuerzan que la capacidad de formar esporas, la
produccion de enzimas hidroliticas y la alta adaptabilidad posicionan a Bacillus como
un agente clave en la biorremediacion. Nayak, (2021) complementa indicando que
especies como B. cereus, B. polyfermenticus, B. clausii, B. coagulans, B. subtilis y B.
licheniformis poseen esta capacidad destacada para formar esporas y participar en

procesos de biodegradacion.

ANOVA de un factor entre grupos para comparar las
concentraciones de MO entre las diferentes dosis del consorcio
bacteriano de Bacillus spp.

El analisis estadistico ANOVA de un factor indicé diferencias significativas en las
medias de concentraciones de materia organica (MO) entre las distintas dosis del
consorcio bacteriano basado en Bacillus spp. (p-valor = 0,001; Tabla 4). Segun
Hernandez (2019), Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis son efectivos en la
biodegradacion, alcanzando un 70% de reduccion de MO en un microcosmos
enriquecido (90 dias, 30 + 2°C, flujo de 3L/h). En este experimento con una duracién
de 20 dias, difiere del anterior, ya que solo se logré una reduccién del 3,86 % en el
T3 lo que representa el 63% menos de MO bajo condiciones especificas, con fuentes
de nitrégeno y fésforo. Esto puede deberse a que no se trabajo con flujo continuo de
agua, que también ayuda a reducir la cantidad de nutrientes, aun asi, los resultados
son prometedores, ya que se logré disminuir la cantidad de materia organica

acumulada en el sedimento.
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Efecto de Diferentes Dosis del Consorcio Bacteriano Sobre el
Contenido de MO en Muestras de Sedimento de Piscina Camaronera
en un Modelo in Vitro

Segun los resultados, el tratamiento control presentd la mayor concentracién de
materia organica (MO) con un promedio de 6,04 %, mientras que las intervenciones
con el consorcio bacteriano mostraron reducciones graduales: T1 (12 pL) con un 5,69
%, T2 (18 pL) con 4,90 %, y T3 (24 uL) con un 3,86 %, evidenciando una mayor
eficacia a mayor concentracion bacteriana. Estos resultados concuerdan con Oliveira
(2021), quien demostré que la aplicacion de bacterias del género Bacillus (producto
BioPlus® PS) en sedimentos de policultivo de camaron (Litopenaeus vannamei) logré
una reduccion significativa de MO y mejord la composicion microbiana del sustrato.
Bazurto (2020) también reporté que la inclusion de productos con Bacillus spp., en
proporciones del 1,5 % y 2,5 %, disminuy6 la MO en estanques y mejor6 el factor de
conversion, logrando una reduccion del 3 % de MO. En comparacion, el presente
experimento alcanz6 una disminucion del 2,54 %, corroborando la capacidad de

biorremediacion de Bacillus en condiciones controladas.

Andlisis de Nitrogeno Total y Fésforo del Sedimento

Los resultados muestran estabilidad en el contenido de nitrogeno total en los
tratamientos con 12, 18 y 24 uL debido a la adicion constante de nutrientes. En
contraste, el fésforo disminuyd significativamente en el tratamiento con 12 pL, lo cual
podria explicarse por la menor poblacién de Bacillus spp. en esta dosis, favoreciendo
el crecimiento de otras bacterias que consumen mayores cantidades de fosforo.
Segun Lara et al. (2011), aproximadamente el 10 % de la microbiota del suelo incluye
géneros como Bacillus, Micrococcus y Pseudomonas, capaces de solubilizar fésforo,
lo que sugiere que la reduccién de Bacillus en el tratamiento con menor dosis pudo
haber limitado esta funcion. Este comportamiento es similar al observado por Bhambri
et al. (2021), quienes reportaron una remocién superior al 99 % de fésforo y nitrdgeno
utilizando Bacillus spp. BK1 en efluentes industriales tratados. Estos hallazgos
resaltan la eficiencia de Bacillus en la biorremediacion, pero también evidencian que

su efectividad puede depender de su densidad poblacional en el sistema.
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CONCLUSIONES

Se logré una masificacion exitosa de las cepas de Bacillus spp. en condiciones
controladas, alcanzando una curva de crecimiento bacteriano con
concentraciones o6ptimas durante la fase exponencial. Se evidenciéo una alta
adaptabilidad y proliferacién del consorcio bacteriano en el medio preparado, lo
qgue permitid obtener las concentraciones deseadas para los tratamientos
aplicados.

El consorcio bacteriano demostro6 su efectividad en la biodegradacion de la materia
organica acumulada en los sedimentos acuicolas. Se observé una disminucién
significativa en los niveles de materia organica al comparar los tratamientos con
diferentes dosis del consorcio (12 pL, 18 pL y 24 L) frente al grupo control,
logrando una reduccion del 63%.

La dosis de 24 pL del consorcio bacteriano fue la mas eficiente en la reduccién de
materia organica en los sedimentos acuicolas, logrando una disminucién promedio
del 3,86 %, en comparacion con los valores iniciales y con los otros tratamientos.
Estos resultados coinciden con investigaciones previas que avalan la efectividad

del género Bacillus en procesos de biorremediacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda que futuros experimentos evallen la aplicacion de este consorcio
bacteriano para la degradacion de materia organica en sedimentos acuicolas con
salinidad alta, con el fin para comprobar el potencial de las bacterias del género
Bacillus.

Para favorecer un rapido crecimiento bacteriano, se recomienda proporcionar una
aireacion constante al medio de cultivo.

Se sugiere realizar ajustes periodicos en la concentracion de nitrégeno y fésforo
en las unidades experimentales para garantizar que las bacterias del género
Bacillus tengan un suministro adecuado de nutrientes para su proliferacion, sin
generar excesos que afecten la calidad del agua o sobrecarguen el sistema.

Se debe considerar incorporar ensayos con estas cepas bacterianas por un
periodo mas prolongado y en presencia de animales, con el objetivo de reflejar

mejor un cultivo acuicola.
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ANEXOS

Anexo 1: Método para Contabilizar las Bacterias por el Método de
la CAmara de Neubauer.

Para el conteo de bacterias en la camara de Neubauer se siguid la metodologia de
Caramuti et al. (2020).

1. Preparacion de la camara de Neubauer: Limpiar la camara de Neubauer y el
cubre objetos con alcohol y secar con un papel libre de pelusas. Luego, colocar
el cubreobjetos.

2. Carga de la muestra: Usar una micropipeta electronica para tomar 10 uL de la
dilucion seriada. Colocar la muestra en la ranura de la cdmara y esperar 1
minuto para que las bacterias se distribuyan homogéneamente.

3. Observacién en el microscopio: Colocar la camara en el microscopio y enfocar
con el objetivo de 40X. ldentificar la cuadricula del cuadro central (25
cuadrados).

4. Conteo de bacterias: Contar las bacterias en al menos cinco cuadros grandes.

5. Calculo de la concentracién: La formula general para determinar la

concentracion de bacteria es:
CC =CTCC *10.000 * FD
Donde:
CC (cél/mL): Concentracion de células de bacterias de la muestra.
CTCC: Células totales contenidas en el cuadro grande central.

FD: Factor de dilucion.
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Anexo 2: Método para Determinar el Nitrogeno total de las Muestras
de Sedimento

El nitrogeno total se determiné siguiendo la metodologia de Jiménez &
Quispecahuana (2024).

1. Digestion: Convertir el nitrdgeno organica en amonio (NH,) mediante oxidacién

en medio acido.

Preparacion de la muestra: Pesar 1 g de muestra homogénea (tamizada
a 2 mm) y colocar en un tubo de digestion Kjeldahl.

Adicion de reactivos: Agregar 3 g de K,SO, (sulfato de potasio) y 0,5 g
de CuSO, (sulfato de cobre) en cada tubo. Luego afadir 25 ml de H,SO,
(acido sulfarico concentrado).

Digestion térmica: Colocar los tubos en el digestor Kjeldahl y calentar a
420 °C durante 2 horas, hasta que la solucion se torne verde azulado,
indicando la oxidacion completa del material organico.

Enfriamiento: Dejar enfriar los tubos antes de proceder a la destilacién.

2. Destilacién: Liberar el amonio en forma de gas (NH;) y capturarlo en una

solucién de acido borico.

Preparacién de la captura: En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, afiadir
50 mL de H3BO; al 4% (&cido bérico).

Adicion de reactivos a los tubos digeridos: agregar 50 mL de agua
destilada 'y 80 mL de NaOH 10N (hidroxido de sodio) para liberar el NH;
en forma gaseosa.

Destilacion del amoniaco: Conectar los tubos al sistema de destilacion
Kjeldahl y destilar hasta que todo el amoniaco haya sido arrastrado por

el vapor y capturado en la solucion de acido borico.

3. Titulacion: Determinar la cantidad de nitrogeno mediante una titulacion acido-

base.

Indicador: Agregar unas gotas de una solucion alcohdlica de rojo de
metilo y azul de metileno en el matraz e recoleccion.
Titulacion: Titrar con H,SO, 10N hasta que la solucién cambie de color,

utilizar el pH de la muestra en blanco como referencia.
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4. Caélculo del nitrogeno total: Para el calculo de concentracion de nitrégeno total

se uso la siguiente ecuacién, recomendada por (Godoi et al., 2021).

Vi
N = E X My, s0, X 2 X 14.000

Donde:

N=representa la concentracion de nitrégeno de la muestra, en mg N-NH,/L o N-NTK/L
;= volumen de la solucion de acido utilizado para titular la muestra (mL)

;.= volumen original de la muestra antes de la digestion (mL)

My,so,= molaridad de solucion de acido sulfdrico utilizado en la titulacion (mol/L)

2= numero de hidrégenos ionizados en la molécula de (H,S0,)

14.000= equivalente de nitrégeno contenido en (NH,)
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Anexo 3: Método para Determinar el Fésforo de las Muestras de

Sedimento

Para la determinacion del fosforo, se utilizd6 el método colorimétrico, siguiendo la

metodologia de Arias (2014) y utilizando espectrofotometria UV-Visible.

1. Preparacion de la solucion estandar de fosforo: Elaborar una solucién madre

de fosforo para la calibracion del método.

Secado del reactivo: Pesar fosfato de dihidrogeno de potasio (KH,PO,),
secarlo en un horno a 105 °C durante 1 hora y transferirlo a un
desecador hasta que alcance temperatura ambiente.

Elaboracion de la solucidon estandar: Pesar exactamente 0.0550 g de
KH,PO, y transferirlo a un matraz aforado de 250 mL. Completar con
agua destilada hasta el aforo para obtener una concentracion de 50

mg/L de fésforo (P).

2. Preparacion de las soluciones patron: Obtener diferentes concentraciones de

fésforo para la curva de calibracion.

A partir de la solucién estandar de 50 mg/L, preparar diluciones para
obtener soluciones patron con concentraciones de: 5 mg/L, 10 mg/L, 20
mg/L, a partir de estas soluciones patron, elaborar patrones secundarios
con concentraciones entre 0.1 y 3 mg/L, definiendo asi el rango de

trabajo.

3. Construccion de la curva de calibracion: Establecer la relaciéon entre la

absorbancia y la concentracion de fésforo.

Medir la absorbancia de las soluciones patrén en un espectrofotbmetro
UV-Visible a la longitud de onda adecuada (generalmente 880 nm para
el método del acido ascérbico), graficar la curva de calibracion con los
datos obtenidos y calcular los parametros estadisticos para la

estandarizacion el método.

4. Analisis de las muestras reales:

Tomar la muestra de suelo, medir la absorbancia en el
espectrofotometro UV-Visible y comparar los valores obtenidos con la
curva de calibracion para calcular la concentracion de fésforo presente

en las muestras.
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Anexo 4: Método de Walkley & Black para Determinar la Materia
Orgénica

Para la determinacion de materia organica, se utilizé la metodologia descrita por
Barrezueta-Unda et al. (2020).

S i o

Pesar 1 g de suelo seco y tamizado.

Colocar la muestra pesada en un balon aforado de 100 mL.

Anadir 10 mL de dicromato de potasio (K,Cr,0-).

Afadir 10 mL de &cido sulfarico (H,SO, al 96%).

Mezclar la solucion durante 30 segundos y dejar reposar durante 15 minutos.
Aforar el balon con agua destilada, reestablecer exactamente el nivel del aforo
cuando se haya enfriado la solucion.

7. Extraer 20 mL de solucién y colocarlo en un Erlenmeyer de 250 mL.

9.

Agregar en el Erlenmeyer 3 ml de &cido fosférico al 85% (H;P0,) y seis gotas de
difenilamina ((C¢Hs),NH).

Titular con sulfato ferroso amoniacal 0,2 N (Fe,S0,) hasta viraje a color verde claro.

10. Calcular el porcentaje (%) de MO: La materia organica del suelo (MOS) se calcul6

multiplicando el resultado por el factor de conversion (FQ) 1.724.

% CO = (ml dicromato — ml sulfato) x 0.4

11.Para la determinacion del porcentaje de materia organica, se utilizé la férmula

recomendada por (Izquierdo & Arévalo, 2021):

%MOS = 1,724 X % CO
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Anexo 5: Método para Determinar el pH del Sedimento Acuicola

Para la determinacion del pH del suelo se siguio las indicaciones de Sandoval et al.
(2012).
1. Preparacion de la mezcla.

e Pesar 10 g de suelo seco, tamizado a 2mm, colocar la muestra en un
vaso de plastico, afiadir 25 mL de agua destilada al vaso, manteniendo
una proporcion de 1:2.5 (suelo: agua).

2. Agitacion de la mezcla.

e Agitar la mezcla durante 3 minutos para asegurar que el suelo se mezcle
bien con el agua.

e Dejar reposar durante 30 minutos para permitir que se estabilice.

3. Medicion del pH
e Agitar nuevamente la mezcla antes de proceder con la medicién

e Utilizar un potenciometro para medir el pH de la suspension.
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Anexo 6. Siembra en medio de cultivo liquido a partir de las cepas en placa.

S,

Anexo 8. Conteo de Bacillus spp, por medio de la camara de Neubauer.
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Anexo 9. Visualizacion de Bacillus spp.
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Anexo 11. Homogenizacion de las muestras de sedimento.
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Anexo 14. Pesaje de nutrientes para los tratamientos.

Anexo 15. Aplicacién de tratamientos.
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Anexo 17. Tamizado de muestras de sedimento.

Anexo 19. Proceso de digestion del sedimento mediante acido sulfurico
mas dicromato de potasio.

43



Anexo 20. Proceso de titulacion mediante solucién de sulfato ferroso
amoniacal.
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Anexo 21. Andlisis inicial de Nitrégeno Total y Fosforo.

m NEMALAB S.A.

b

OFICINAS CENTRALES

En convenio con el MAG - PRODE y AGEAP

29/08/2024
Phg: 1 /1

NEMALAB KM 1172 (ANTIGUA VIA FERREA) $/N'Y GRUPO BOLIVAR, EL CAMBIO - MACHALA, EL ORO Tel. Fax: (593)

Cliente: ROMERO R. ARIANA/GUALAN S.JOHANNA
Remitente: ROMERO Y GUALAN
Propiedad: CAMARONERA N/D

Loclizacién:
Sitio

Parroquia

HUAQUILLAS EL ORO

Documento No: 00062673
Fecha de Muestreo: 13/08/2024
Fecha de Ingreso: 13/08/2024

Cantén Provincia

Fecha de Salida: 29/08/2024

Resultados e Interpretacion de: ANALISIS DE SUELO CAMARONERA + TEXTURA

Cod. | Nombre de oH | MO [NTotal]| ¢ Jon [NH4] P | s | NO2 | NO3 [FeTotal| P Total | C.IC.
Muestra | Muestra % / Relac. p.p.m. % meq/100g
52159 PISCINA#2 0.0 0.00 0.98 0.00 0.00 0.00 75.00 0.0 - - - - 0.00
Interpretacién: Requerimientos de Cal Interpretacién C/N:
pH =75-85 M.O. pH Cal Kg/Ha Excesiva liberacién de Nitrogeno < 10
M.0.=25-5.0% Bajo =<2% Menos de 5 3000 Normal liberacién de Nitrégeno 10-12
NTotal=0.1-02%  Medio=2-4% 5-6 2000 Escasa liberacion de Nitrégeno ~ 12-15
Fosforo=18.0-25.0 Alto =>4% 6-6.5 1000 Muy escasa liberacién de Nitrégeno >15
6.5-7 300 - 500 C/N 8-12

Estos resultados pueden ser sujetos de comparacion, siempre y cuando se utilice la misma metodologia utilizada en este Laboratorio.
Esta Hoja de Resultados es valida sélo con firma y sello en original.
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Anexo 22. Andlisis final de Nitrogeno Total y Fésforo.

NEMALAB S.A. 15/10/2024
‘- En convenio con el MAG - PRODE y AGEAP Pig: 1 /1
L OFICINAS CENTRALES
NEMALAB KM 1172 (ANTIGUA VIA FERREA) S/N Y GRUPO BOLIVAR, EL CAMBIO - MACHALA, EL ORO Tel.

Cliente: ROMERO R. ARIANA/GUALAN S.JOHANNA Documento No: 00062930
Remitente: ROMERO ARIANA-GUALAN Fecha de Muestreo: 23/09/2024
Propiedad: CAMARONERA SAN PATRICIO Fecha de Ingreso: 08/10/2024

Loclizacién: SANTA ROSA EL ORO Fecha de Salida: 15/10/2024
Sitio Parroquia Cantén Provincia
Resultados e Interpretacion de: ANALISIS NITROGENO TOTAL
Cod. | Nombre de 4 |MO. [NTow| € TON[NH4] P | s | NO2 | NO3 [FeTotal] P Totwl| C.IC.
Muestra | Muestra 4 % { Relac. p-p-m. % meq/100
52276 MUESTRAZ# | 0.0 0.00 0.89 0.00 0.00 0.00  30.00 0.0 .- - - - 0.01
52277 MUESTRA% 2 0.0 0.00 0.94 0.00 0.00 0.00 47.00 0.0 - .- - .- 0.0/
52278 MUESTRA# 3 0.0 0.00 0.94 0.00 0.00 0.00 57.00 0.0 - .- - - 0.01
52279 MUESTRA# 4 0.0 0.00 0.88 0.00 0.00 0.00 54.00 0.0 .- - - .- 0.0t
Interpretacién: Requerimientos de Cal Interpretacién C/N:
pH =75-85 M.O. pH Cal Kg/Ha Excesiva liberacion de Nitrogeno < 10
M.0.=25-50% Bajo =<2% Menos de 5 3000 Normal liberacién de Nitrégeno  10-12
NTotal=0.1-02%  Medio=2-4% 5-6 2000 Escasa liberacion de Nitrogeno ~ 12-15
Fosforo=18.0-25.0 Alto =>4% 6-6.5 1000 Muy escasa liberacién de Nitrégeno >15
6.5-7 300 - 500 C/N 8-12

Estos resultados pueden ser sujetos de comparacién, siempre y cuando se utilice la misma metodologia utilizada en este Laboratorio.

\ Gerdfite Técpico

Esta Hoja de Resultados es valida s6lo con firma y sello en original.
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